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Summary 
1. The reason was investigated of the inhibition of mannose-6-phosphate phospho・
hydrolase (M 6 Pase) activity by phospholipase C and A2• Total M 6 Pase activity was assayed 
by inorganc phosphate liberation from M 6 P atpH 6.5 in the presence of taurocholate. 
2. Both PLase C and A2 inhibited M 6 Pase activity to the same extent in taurocho1ate-
disrupted microsomes as in undisrupted microsomes. 
3. During PLase treatment of microsomes， fatty acids accumulated and M 6 Pase activity 
decreased. The decrωse of M 6 Pase， however， was recovered by the addition of fatty acid-free 
bovine serum albumin to about 70% of the activity of untreated microsomes. Moreover， M 6 Pase 
activity was inhibited by fatty acid addition to the incubation medium. 
4. From above results it was concluded that phospholipases inhibit microsomal mannose-
6-phosphate phosphohydrolase activity mainly through the liberation of fatty acids from micro-
sornal phospholipids during phospholipase treatment. 
緒言
ラット肝 Msに PLaseCを作用させると PLの約3
分の 2が分解され， Ms膜内層に分布する M6 Pase， 
G 6 Pase， glucuronidase活性が阻害されることをこのシ
略号;BSA : bovine serum albumin， EtOH : eth-
anol， FA: fatty acid， Ms: microsomes， PLase: 
phospholipase， PL : phospholipid， PC & PE & PI 
& PS : phosphatidyl-choline & -ethanolamine & 



























0.25 M sucrose， 50 mM Tris-HCl (pH 7.6)，各 5mM
のCaC12及び Mg(OAc)2の組成の反応液 1.8mlに蛋白
質 10mgを含む Ms(10mgMs)を suspendし， 50% 
glycerolに溶解した PLaseC叉は A2を6単位加え，
19・に30分 incubateした.33 mM Na2 EDT A 0.2 ml添
加して PLぉe作用を停止して， PLase-treated Msとし
て用いた.Treated Msを回収する場合は，多量の氷冷
0.25 M sucroseで希釈し， 54，000 x g， 60分遠心し沈殿さ
せた.
3. Disrupted Msの調製
Ms叉は PLase-treatedMsを 0.25M sucrose-10 mM 




4-1. Undisrupted Activity ; TCによる Ms膜の溶
解操作を加えないで測定した活性である. 反応、液 1ml 
中に 50μmolcacodylate buffer (pH 6.5)， 250μmol su・
crose， Ms叉は treatedMs約 1mg， M 6 P 10fMl101を
含む組成で， 3ぴに10分 incubateし， 10% TCA 1 ml加
えて反応を停止し生成した Piを測定した.












PLase C (Clostridium terfringens)及びA2(Naja naja)， 








を確認した.この結果から反応液 1mlあたり Ms1 mg， 
0.4% TC，反応時間10分の反応条件を設定した.
1. PLase C によ~ M6Pase 活性の阻害
EDTAで反応停止した PLaseC-treated Msを用いて
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Fig. 1. Effect of PLase C on Microsomal M 6 
Pase Activities. 
1報口の結果と同じく， undisrupted activityは PLase
C処理で阻害されないが， PLase C-treated Msを dis-
ruptして発現する totalactivityは2分の l以下まで
低下した.なお， PLase-treated Msを遠心して回収し
た場合の totalactivityも同じ結果を示した.叉， M6P 
の代りにG6Pの水解活性測定でも向様であった.
この結果は見かけ上 PLaseCが内層まで影響するこ
とを示すが， undisrupted Msの M6 Pase活性は全活
性の 8%程度にすぎずに阻害もされなL、から， PLase C 
が内層にまで侵入して阻害したとは考えがたい. この
点を検討するために，あらかじめTCで膜を溶解して
Microsomal M 6 Paseの阻害一一須藤・畠山
PLaseが内層に直接作用できると考えられる条件下での
M 6 Pase活性の阻害について実験した.
2. M 6Pase活性阻害に及ぼす TC前処理の影響
TCで Msを前処理したのち， O.4%TC共存下に
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Fig. 2. Effect of Pre-disruption of Microsomes 
with Taurocholate before PLase Tr回 t-




















た.また， PLaseの作用によって M6 Pase活性阻害物
質の生成することが考えられる.使用した実験条件で
1ω 
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Fig. 3. Degradation of Microsomal Phospholipid 
Species by PLase C in the Presence of 
Taurocholate. 
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Fig. 4. Relation of Phophatase Activities and 
Fatty Acid Accumulation. 
(A) PLase C Tr回 tment
(B) PLase A2 Tr鎚 tment
・，M 6 Pase ; x， G 6 Pase ;ム， FA 
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FAの生成量と M6 Pase及び G6 Pase活性変化の
time courseを Fig.4Aに， PLase A2の場合を Fig.4
Bに示す.いずれも時間の経過につれて FAの生成量が





以上のように， M 6 Pase阻害と FA生成量に相関が
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Fig. 5. Effect of BSA on M 6 Pase Activity of 
PLase-treated Microsomes. 
Ms蛋白 1mg当り 20mgBSAまで M6 Pase阻害の回









5. FA 添加によ~ M6Pase活性の悶害
TC-disrupted Ms tこFAを添加したときの M6 Pase 
活性の阻害をFig.6に示す.使用したFAはoleicacid， 
856 
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Fig. 6. Inhibition of M 6 Pase Activity by Fatty 
Acids added. 
linoleic acid， linolenic acidの3種で， EtOHに溶解し
て添加し反応液の EtOH濃度を5%に調整， 19・に30
分間 incubateした. 0.1μmol/mg Ms蛋白で強い阻害
がみとめられた.また， 5% EtOHのみのcontrol値は
2.43μmol Pi/10min/mg proteinであって， disrupted 





















Tota! M 6 Pase活性はタウロコール酸Naでマイクロ
ソームを溶解したのち，その存在下， pH6.5で M6P
Microsomal M 6 Paseの阻害ー一一須藤・畠山 111 
から遊離する無機リンを測定して求めた.




3. Phospholipase処理中.脂肪酸の生成と M6 Pase 
活性の減少がパラレルに進行し，これに牛血清アルブミ
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